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ABSTRAKT 
Použití magnetických mikročástic při izolaci nukleových kyselin z reálných vzorků je 
moderní a rychlý separační postup, který je vhodný pro použití v běžné laboratorní praxi.    
Cílem bakalářské práce byla izolace DNA z mléčného výrobku (Activia sladká bílá) 
v kvalitě vhodné pro PCR. Izolace DNA byla provedena magnetickými mikročásticemi 
P(HEMA-co-GMA) v prostředí 2 M NaCl a 16% PEG 6000 nebo 8% PEG 6000. Pomocí 
PCR byla prokázána přítomnost DNA probiotických bakterií rodu Lactobacillus a 
Bifidobacterium deklarovaných výrobcem. 
 
ABSTRACT 
Application of magnetic microparticles for nucleic acid isolation from real samples is a 
modern and fast separation procedure. This method is suitable for application in laboratory 
practice. 
The aim of the bachelor work was isolation of DNA from a dairy product (Activia sweet 
white) in the PCR-ready quality. DNA isolation was carried out by magnetic microparticles 
P(HEMA-co-GMA) in the presence of  2 M NaCl and 16% PEG 6000 or 8% PEG 6000. 
According to the declaration of the producer the presence of DNA from probiotic bacteria of 
the genera Lactobacillus and Bifidobacterium was confirmed by PCR. 
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1 ÚVOD 
Pro dnešní potřeby biotechnologií je důležitá rychlá separace, identifikace mikroorganismů 
a izolace biologicky aktivních látek. Zvláště v potravinářství je využívána metoda stanovení 
mikroorganismů pomocí analýzy jejich genetické informace uložené v DNA. K tomuto účelu 
slouží metoda polymerázové řetězové reakce (PCR), při které dochází k amplifikaci 
fragmentů DNA určité velikosti pomocí specifických primerů.  Citlivost PCR ale může být 
inhibována látkami přítomnými v reálných komplexních vzorcích. Proto základním 
předpokladem použití PCR je izolace DNA v kvalitě vhodné pro PCR.  
DNA z buněk ve vzorku lze izolovat klasickými metodami jako jsou fenol-chloroformová 
extrakce či vysolování chloridem sodným a následné přesrážení ethanolem. Modernějšími 
metodami izolace DNA jsou chromatografické techniky a magnetické separace. Při 
magnetických separacích je využíváno reverzibilní adsorpce DNA na povrch magnetických 
částic. Tyto částice mohou být modifikovány pro izolaci celkové DNA, selektivní izolaci 
DNA o určité sekvenci nukleotidů, izolaci plasmidové DNA (pDNA) nebo eukaryotní 
mRNA.  
Magnetické částice lze využívat nejen pro izolaci DNA, ale také pro izolaci proteinů a 
dalších biologicky aktivních látek. Metodou imunomagnetické separace (IMS), využívající 
imunomagnetické částice, lze z reálných vzorků separovat celé buňky. Této metody je 
využíváno zejména k rychlé separaci a následné identifikaci patogenních a toxických 
mikroorganismů v potravinách a dalších typech vzorků významných v biotechnologických a 
biomedicínských oborech.  
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2 TEORETICKÁ ČÁST 
2.1 Magnetické mikročástice 
Magnetické mikročástice mají většinou charakter kompozitních materiálů. Jsou složeny z 
anorganického magnetického jádra a z nemagnetického obalu, tvořeného polymerní vrstvou. 
(Obrázek 1). Magnetické jádro zodpovídá za interakci s vnějším magnetickým polem. 
Polymerní vrstva zvětšuje adsorpční plochu nosiče a chrání magnetické jádro před 
nežádoucími přímými interakcemi s analytem např. korozí. Polymerní vrstva umožňuje 
modifikace povrchu různými funkčními molekulami dle požadované interakce s biologickými 
systémy. Dalším důležitým kritériem, které musí magnetické nosiče užívané v bioaplikacích 
splňovat, je biokompatibilita [1], [2], [3], [4]. 
 
 
 
 
Obrázek 1: Stavba magnetického nosiče. Převzato z [5]. 
 
 Pro praktické aplikace se za nejlepší tvar považuje kulička, protože vykazuje výborné 
hydrodynamické vlastnosti a umožňuje snadnou manipulaci ve vsádkových i kontinuálních 
separačních procesech. Kulovité částice jsou mnohem méně náchylné k mechanickému 
poškození než částice s nepravidelným tvarem. Dalším důležitým aspektem pro správnou 
funkci magnetických částic je jejich distribuce. Jestliže jsou částice monodisperzní nebo 
alespoň s velmi malou velikostí distribuce, pak mají shodné chemické a fyzikální vlastnosti, a 
nedochází tak k jejich agregaci v roztocích jako je tomu u polydisperzních částic [6]. 
Z hlediska velikosti  jsou za nejvhodnější považovány mikrometrové částice  a menší 
z důvodu velkého specifického povrchu pro navázání funkčních skupin nebo pro imobilizaci 
biologicky aktivních molekul. Nicméně příliš malé částice již nejsou vhodné, protože 
přestávají být magneticky citlivé, což je u magnetických částic nežádoucí. V praxi je třeba 
najít kompromis mezi aktivním povrchem částic a jejich dostatečnou magnetickou citlivostí 
[6]. 
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2.1.1 Magnetické jádro 
Magnetické jádro obsahuje malé nanočástice z magnetického materiálu o průměru menším 
než 30 nm [1]. Tento materiál musí mít paramagnetické vlastnosti, což znamená, že vykazuje 
magnetické vlastnosti pouze v přítomnosti vnějšího magnetického pole. Díky tomu mohou být 
magnetické částice ze suspenze separovány pomocí magnetického separátoru. Po odstranění 
magnetického pole magnetické částice nevykazují zbytkový magnetismus a proto nedochází 
k následným nežádoucím interakcím mezi částicemi jejich shlukováním. Částice tak vytvářejí 
homogenní suspenzi [7], [6]. Existuje mnoho materiálů s danými vlastnostmi, jsou jimi např. 
oxidy železa nebo kobaltu. [2]. 
Magnetit Fe3O4 
Magnetit je černý minerál vykazující ferrimagnetické vlastnosti. Svojí strukturou patří do 
skupiny spinelů, jejichž obecný vzorec je AB2O4. Struktura mřížky magnetitu je tvořena jak 
železitými tak železnatými ionty (FeO · Fe2O3), které vykazují silný magnetismus [2] [6]. 
Maghemit γ-Fe2O3 
Maghemit vzniká oxidací magnetitu. Strukturou je podobný magnetitu, ale všechny atomy 
železa se nacházejí v oxidačním stavu 3+. Maghemit je jedním z nejvhodnějších materiálů pro 
jádra magnetických částic využívaných v biomedicínských aplikacích, protože je vysoce 
stabilní. Železité ionty se přirozeně nacházejí v lidském těle, částice jsou tedy zdraví 
neškodné [2], [6]. 
Ferity 
K přípravě jader magnetických nosičů může být použito i podvojných oxidů železa tzv. 
feritů s obecným vzorcem MO · Fe2O3 jako jsou CoFe2O4, NiFe2O4, MnFe2O4  nebo jejich 
směsí. Nicméně použití těchto materiálů v bioaplikacích je ztíženo vysokou toxicitou 
přítomných přechodných kovů (Co, Ni, Mn) [2], [8]. 
Slitiny železa 
Dalším možným materiálem jader magnetických nosičů mohou být slitiny železa jako jsou 
FePt a FeAu [2]. 
2.1.2 Povrchové materiály 
K zajištění stabilizace a zabránění nežádoucím nespecifickým reakcím magnetického jádra 
s analytem je důležité pokrýt jádro inertní nízko- nebo vysokomolekulární sloučeninou. Také 
je možné provést enkapsulaci této částice do polymeru nebo anorganických materiálů [6]. 
Přírodní polymery 
Na modifikaci povrchu magnetických nosičů mohou být použity nejrůznější polysacharidy 
jako např. dextran, celulosa, dále pak také proteiny či lipidy [2], [9]. Mají převážně hydrofilní 
charakter. Výhodou mnoha přírodních polymerů je jejich biokompatibilita, díky níž jsou 
využitelné v bioaplikacích. Nevýhodou je jejich nízká mechanická pevnost [2]. 
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Syntetické polymery 
Na rozdíl od přírodních polymerů mají syntetické polymery větší mechanickou pevnost [2]. 
Nejpoužívanějšími polymery k pokrytí magnetických jader jsou polystyren (PS) a 
poly(methylmethakrylát) (PMMA). I přes jejich časté využívání mají některé nevýhody 
jakými jsou např. hydrofobicita, nespecifická adsorpce proteinů či obtížná modifikace [9]. 
Příkladem hydrofilních polymerů používaných jako povrchový materiál mohou být 
poly(ethylenglykol) (PEG), polyvinylalkohol (PVA) [2], poly(glycidylmethakrylát) (PGMA), 
poly(2-hydroxyethyl methakrylát) (PHEMA) nebo také kopolymery  P(HEMA-co-EDMA), 
P(HEMA-co-GMA) a mnoho dalších [8], [9].  
Oxid křemičitý 
 Oxid křemičitý je amorfní materiál s vysokou mechanickou pevností. Povrch částic může 
být modifikovan silanizačními činidly jako jsou (3-aminopropyl)triethoxysilan nebo 
glycidyloxypropyltriethoxysilan [2], [4]. 
Zlato 
Zlato je využíváno jako materiál pro vytvoření povrchu magnetických částic z důvodů 
vysoké stability a snadné fukcionalizace přes thiolové skupiny, které mají vysokou afinitu ke 
zlatu [2]. 
2.1.3 Funkcionalizace povrchu  
K navázání specifických, biologicky aktivních molekul, na povrch magnetických nosičů je 
nutná funkcionalizace jejich povrchu zavedením vhodných funkčních skupin. Na magnetické 
nosiče byla imobilizována řada biologicky aktivních látek, jak vysokomolekulárních, tak 
nízkomolekulárních. Jejich imobilizaci lze provést celou řadou způsobů. Jednou z nejstarších 
metod imobilizace látek na nosiče je fyzikální sorpce. Tato metoda je poměrně jednoduchá a 
ekonomická, ale ve srovnání s imobilizací kovalentními vazbami je méně spolehlivá a málo 
stabilní. Častou imobilizační technikou je chemická imobilizace kovalentní vazbou. Tato 
metoda vyžaduje přítomnost funkčních skupin (např. NH2, COOH, OH, SH nebo CONH2) na 
povrchu nosičů. Působením různých činidel jsou funkční skupiny aktivovány pro navázání 
biomolekul. Pro vytvoření kovalentní vazby jsou využívány i vhodné funkční skupiny 
biologicky aktivních látek [6], [4]. 
Často používaná technika pro separaci celé řady látek je založena na využití magnetických 
částic s imobilizovaným avidinem nebo streptavidinem, které vykazují vysokou afinitu pro 
biotin (vitamin B7, vitamin H). Avidin je glykoprotein vaječného bílku složený ze čtyř 
stejných podjednotek (homotetramer), z nichž všechny mají vazebné místo s vysokou afinitou 
pro biotin. Používanější streptavidin, protein izolovaný z bakterie Streptomyces avidii, je také 
tetramer o velikosti 60 kDa, ale není glykosylovaný a vykazuje nižší nespecifické interakce. 
Biomolekuly určené k imobilizaci jsou nejdříve tzv. biotinylovány, což znamená, že je na 
povrch molekuly vnesen biotin, který umožňuje vazbu na magnetické nosiče s využitím 
interakce mezi streptavidinem (popř. avidinem) a biotinem. Komplex biotinu a streptavidinu 
(popř. avidinu) je velmi pevný a odolává i velmi tvrdým reakčním podmínkám [4]. 
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Molekuly imobilizované na povrchu magnetických částic jsou nezbytné pro separaci 
specifických látek v závislosti na tvarové specifitě (díky nim se vytváří  např. komplex 
enzym-substrát nebo komplex protilátka-antigen), fyzikální sorpci či fluorescenčním značení 
(Obrázek 2). Z hlediska potencionálních lékařských aplikací má velký význam např. 
imobilizace léčiv na magnetické částice a jejich cílený transport k určitému typu buněk 
[4], [10], [11]. 
 
 
Obrázek 2: Funkcionalizace magnetických částic. Upraveno dle [11]. 
Funkční skupiny 
 Interakce biomolekuly s povrchem částic je slabá, pokud povrch částice není modifikován 
vhodnými funkčními skupinami (ligandy). K vazbě funkčních skupin (ligandů) na povrch 
částice lze využít  organická raménka [2].  Vlastnosti organických funkčních skupin a jejich 
aplikace jsou uvedeny v Tabulce 1.  
 
Tabulka 1: Vlastnosti organických funkčních skupin a jejich aplikace. Upraveno dle [2]. 
  
Funkční skupina Vzorec Vlastnosti Separace 
Amino 
-NH2 
-NHR 
-NR2 
Pozitivní náboj 
Tvorba amidové 
vazby s -COOH 
Proteiny   
Nukleové kyseliny 
Karboxylová -COOH 
Negativní náboj 
Tvorba amidové vazby  
s -NH2 nebo esterové s -OH 
Proteiny   
Nukleové kyseliny 
Karbonylová -CHO Tvorba imidové 
vazby s -NH2 
Proteiny   
Thiolová -SH Tvorba disulfidických  
vazeb s dalšími -SH 
Proteiny obsahující 
cystein 
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Imobilizované proteiny 
 Proteiny patří mezi nejvýznamnější biopolymery v živých organismech, které vykonávají 
řadu funkcí. Mezi hlavní funkce proteinů patří funkce stavební, transportní, katalytické 
(enzymy), regulační (hormony), obranné (protilátky) a mnoho dalších [12]. 
Velmi důležitou imobilizací pro biotechnologické aplikace je imobilizace protilátek 
(imunoglobulinů), které jsou důležitou součástí lidského imunitního systému. Pomocí 
protilátek či antigenů imobilizovaných na magnetických nosičích může být magnetickou 
separací izolován z roztoku komplex částice-antigen-protilátka. Toho bylo využito pro izolaci 
a následné stanovení celé řady protilátek. Pro imobilizaci protilátek není vhodná přímá 
imobilizace na aktivované nosiče. Je nutné zabezpečit aby rozpoznávací místo protilátky bylo 
správně orientováno a byla tak zachována její biologická funkce. Z tohoto důvodu je 
vhodnější využití sekundárních protilátek imobilizovaných přímo na nosiče, které fungují 
jako raménka a umožňují vhodnou orientaci primárních protilátek [4]. 
Podobné využití jako imobilizované protilátky mají imobilizované lektiny. Lektiny jsou 
velkou skupinou proteinů neimunitního původu, které mají schopnost rozpoznávat a vázat 
sacharidové struktury s vysokou specifitou a afinitou [4]. 
Další důležitou skupinou proteinů využívaných k imobilizaci jsou enzymy. Enzymy 
navázané na magnetické nosiče mají řadu výhodnějších vlastností než mají volné enzymy v 
roztoku. Takto modifikované enzymy mohou mít vyšší stabilitu, rozšířený rozsah optimální 
teploty a pH. Imobilizací enzymů je možné zvýšit jejich aktivitu a může dojít ke snížení 
Michaelisovy konstanty, což ukazuje zvýšení afinity enzymu k substrátu. Velkou výhodou 
imobilizovaných enzymů je možnost opakovaného použití, vyšší stálosti při skladování a 
lehké manipulace oproti neimobilizovaným enzymům. Nejčastěji využívanou skupinou 
enzymů v biotechnologických procesech jsou proteasy, které štěpí peptidovou vazbu 
v proteinech např. trypsin. Dále jsou využívány lipasy, amylolytické enzymy, oxidoreduktasy 
či nukleasy [4], [8]. 
V medicínských procesech má využití celá řada dalších imobilizovaných proteinů a peptidů 
např. lektiny při frakcionaci erytrocytů, inhibitory enzymů či lidský sérový albumin při 
odstranění bilirubinu z krevního séra [4]. 
Imobilizované nukleové kyseliny 
Imobilizace oligonukleotidů nachází uplatnění při selektivní separaci nukleových kyselin. 
Tato separace je založena na hybridizaci oligonukleotidu s komplementární sekvencí cílové 
molekuly DNA či RNA. Existují dva základní principy používané pro imobilizaci 
oligonukleotidů na magnetické částice. Prvním je kovalentní imobilizace krátkého 
oligonukleotidu např. imobilizace oligonukleotidů na silanizované částice pomocí disulfidické 
vazby (Obrázek 3) [6], [13]. 
 
 
  
13 
 
Obrázek 3: Imobilizace oligonukleotidu na silanizované nanočástice pomocí  
disulfidických vazeb. Upraveno dle [13]. 
 
Druhým způsobem imobilizace je funkcionalizace magnetických částic streptavidinem, 
který interaguje s biotinylovaným oligonukleotidem [6]. Příkladem může být selektivní 
izolace bakteriální DNA pomocí magnetických nosičů funkcionalizovaných streptavidinem a 
biotinylovaným primerem (Obrázek 4) [14].  
 
 
 
 
Obrázek 4: Funkcionalizace P(HEMA-GMA)-NH2 mikročástic se streptavidinem a 
biotinylovaným DNA primerem. Upraveno dle [14]. 
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2.2 Využití magnetických částic v bioseparacích 
Separacím, které využívají magnetických nano a mikročástic, byla v posledních dvou 
desetiletích věnována značná pozornost [6]. Obecnou výhodou magnetických nosičů je 
možnost cílené manipulace působením vnějšího magnetického pole. Spojením magnetických 
nosičů s biologicky aktivní látkou lze dosáhnout unikátních vlastností vzniklých materiálů, 
které lze využít v biochemii, molekulární a buněčné biologii, (nano)biotechnologii, 
(nano)medicíně a jinde. Cílové molekuly je možné separovat i ze složitých biologických 
systémů (např. buněčných suspenzí, homogenátů, fermentačních médií apod.) [4]. Další 
výhodou je snadná manipulace, možnost miniaturizaci a automatizace. Při magnetických 
separacích nedochází ke zřeďování vzorku či ztrátám nosičů během promývání, není 
zapotřebí filtrace ani centrifugace. Proto jsou magnetické separace výhodné nejen pro práci 
v laboratoři, ale také ve výrobní praxi [6]. 
Vhodně funkcionalizované magnetické mikročástice či nanočástice dnes slouží jako nosiče 
enzymů, protilátek, biologicky významných proteinů a peptidů, oligonukleotidů a nukleových 
kyselin, hormonů, léčiv, buněk, diagnostických látek, afinitních ligandů apod. [4]. 
2.2.1 Izolace buněk 
Detekce a stanovení mikroorganismů patří mezi základní úkoly potravinářské, klinické a 
environmentální mikrobiologie. Výsledky klasické mikrobiologické kultivační techniky je 
možné získat nejdříve za 3 – 4 dny. Jednou z možností jak mikrobiologický rozbor urychlit, je 
využití magnetické separace mikroorganismů přímo z analyzovaného vzorku a jejich 
prokázání nekultivační metodou. Magnetické částice využívané pro separaci buněk nesou na 
svém povrchu specifické polyklonální nebo monoklonální protilátky, případně lektiny. Tyto 
protilátky, popř. lektiny, jsou schopné specificky interagovat s vybranými povrchovými 
strukturami izolovaných mikrobiálních buněk. Komplex imunomagnetická částice – buňka je 
poté  odstraněn ze systému pomocí vnějšího magnetického pole (magnetického separátoru). 
Takto izolované buňky mohou být dále podrobeny standardním mikrobiologickým testům 
nebo mohou být testovány dalšími metodami jako je např. ELISA nebo PCR [15]. 
Významným využitím imunomagnetických částic a magnetických částic s imobilizovanými 
lektiny je separace patogenních bakterií z potravin a klinických vzorků, dále separace 
nádorových buněk, kmenových buněk, parazitních prvoků apod. [4], [15]. 
2.2.2 Izolace proteinů 
Perspektivní využití magnetických separací je při selektivní izolaci enzymů z heterogenních 
systémů, např. přímo z kultivačních médií dezintegrovaných buněk, tkáňových kultur a 
dalších zdrojů. Jako příklady těchto aplikací je možno uvést izolaci laktátdehydrogenasy 
z vepřového svalu pomocí magnetické agarosy s imobilizovaným  triazinovým barvivem, 
izolaci trypsinu pomocí magnetického κ-karagenanu s imobilizovaným inhibitorem trypsinu 
či izolaci lysozymu z vaječného bílku na magnetickém chitinu [15]. 
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2.2.3 Izolace nukleových kyselin 
Izolace nukleových kyselin (DNA, RNA) je důležitým krokem před mnoha molekulárně 
diagnostickými postupy. Mnoho aplikací, které se používají při manipulacích s nukleovými 
kyselinami jako sekvencování, amplifikace, hybridizace, detekce cílové sekvence apod. 
nemůže být prováděna se surovým vzorkem, protože přítomnost velkého množství 
kontaminujících látek (proteiny, sacharidy, ionty, atd.)  tyto techniky inhibuje [3]. 
Klasické metody izolace DNA zahrnují fenol-chloroformovou extrakci a srážení DNA 
ethanolem. Tato metoda je ale časově náročná a pracná a vyžaduje práci se škodlivými 
látkami. Mezi rychlejší a sofistikovanější postupy izolace patří různé chromatografické 
metody a selektivní nebo neselektivní adsorpce DNA na povrch pevných částic [16]. 
Základní princip magnetické separace je jednoduchý. Funkcionalizované magnetické částice 
jsou smíchány se vzorkem obsahujícím DNA. Po určité době, když jsou cílové molekuly 
navázány na magnetické částice, se magnetický komplex snadno a rychle oddělí od zbytku 
vzorku pomocí vhodného magnetického separátoru. Po promytí od nečistot mohou být 
separované molekuly eluovány a použity pro další zpracování (Obrázek 5) [17].  
 
 
 
Obrázek 5: Schéma procesu separace a purifikace nukleových kyselin magnetickými nosiči. 
Upraveno dle [3].  
 
Izolace celkové DNA v prostředí NaCl a PEG 
 Separace DNA může být založena na neselektivní adsorpci DNA na magnetické nosiče 
funkcionalizované karboxylovými skupinami [16]. Tyto nosiče reverzibilně váží DNA 
v přítomnosti poly(etylenglykolu) PEG 6000 a chloridu sodného. Adsorpce DNA na nosič se 
mění v závislosti na koncentraci obou těchto látek. Rostoucí koncentrace PEG 6000 a NaCl 
vede ke snížení aktivity vody a tím dochází ke kondenzaci dvoušroubovice DNA ze struktury 
B-DNA na  strukturu A-DNA. Mechanismus této adsorpce je komplexní povahy a dosud 
nebyl plně objasněn. Pravděpodobně zde nedochází k interakci mezi karboxylovými a 
fosfátovými skupinami, ale interakce dusíkatých bází DNA s povrchovými karboxylovými 
skupinami magnetických částic [5], [18], [19]. Nejintenzivnější produkty PCR byly 
detekovány po amplifikaci DNA izolované z hrubého lyzátu buněk po její adsorpci na 
magnetické částice v přítomnosti směsi obsahující 16% PEG 6 000 a 2 M NaCl [20]. 
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Izolace celkové DNA s využitím elektrostatických sil  
 DNA může být izolována pomocí elektrostatických sil s využitím magnetických částic 
s navázanými aminoskupinami. Tyto aminoskupiny -NH2 mohou být protonizovány na 
-NH3+. Kladně nabitá aminoskupina je schopna elektrostatické interakce s negativně nabitou 
molekulou DNA. Je možné, že adsorpce DNA na magnetické částice s navázanými 
aminoskupinami je založena nejen na elektrostatické interakci, ale že mohou k tomuto 
procesu přispívat i hydrofobní a vodíkové vazby. Bylo zjištěno, že tuto elektrostatickou 
interakci významně ovlivňuje teplota, pH a koncentrace soli, přičemž podmínky vhodné pro 
desorpci DNA byly opačné než pro adsorpci [21].  
Selektivní izolace nukleových kyselin  
K selektivní izolaci nukleových kyselin ze směsi se využívají magnetické nosiče s 
imobilizovanými oligonukleotidy. Metoda selektivní izolace nukleových kyselin nachází 
uplatnění při izolaci eukaryotní mRNA. Zde se využívá imobilizovaného 
oligodeoxythymidinu, který je komplementární k polyadenylovému 3’konci řetězce 
eukaryotní mRNA. Délka komplementární sekvence se pohybuje v rozmezí 20-30 nukleotidů 
[3]. 
Izolace plasmidové DNA 
Izolace plasmidové DNA (pDNA) je jednou z nejdůležitějších technik genových 
manipulací, při nichž plasmidy slouží jako vektory přenášených genů. Důležitým krokem při 
izolaci pDNA je degradace chromosomální DNA. K tomu je využíváno menší stability dlouhé 
chromosomální DNA, která v alkalickém prostředí denaturuje [22]. 
K izolaci a purifikaci pDNA lze využít např. magnetické částice P(HEMA-co-EDMA) 
s imobilizovanou RNásou, která degraduje přítomné bakteriální RNA [8]. Další možností je 
využití částic PGMA zesíťovaných divinylbenzenem a modifikovaných ethylendiaminem pro 
zvýšení hustoty aminoskupin na povrchu částice. Takto modifikovanými částicemi je možné 
izolovat a purifikovat pDNA z hrubých lyzátů buněk bez působení RNázy A [23]. 
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2.3 Polymerázová řetězová reakce 
Polymerázová řetězové reakce (PCR) je základní metodou molekulární diagnostiky. Při 
PCR dochází k amplifikaci specifických fragmentů DNA. Tato metoda byla vyvinuta Kary 
Mullisem v roce 1983. Roku 1993 za tuto práci obdržel Nobelovu cenu za chemii [22], [24]. 
Podstatou PCR je cyklicky se opakující enzymová syntéza nových řetězců vybraných úseků 
DNA ve směru 5‘→3‘ prostřednictvím DNA polymerázy. Požadovaný úsek nukleotidové 
sekvence je vymezen připojením dvou primerů, vážící se na protilehlé řetězce DNA tak, že 
jejich 3‘-konce směřují proti sobě. Syntéza nových vláken tak probíhá v protisměru [22].  
Metoda PCR se skládá ze tří mnohokrát opakujících se kroků (Obrázek 6). V prvním kroku 
dochází k denaturaci přítomné DNA zahřátím na 92-95 °C po dobu asi 30 sekund. Ve druhém 
kroku jsou k DNA hybridizací připojeny oligonukleotidové primery při teplotě 50-60 °C.  
Hybridizace je umožněna díky komplementaritě bází DNA a bází specifického primeru. 
Ideální teplota hybridizace je dána délkou sekvence primerů a typem bází, ze kterých je 
složena. Díky specifickým sekvencím použitých primerů lze z komplexního vzorku 
obsahujícího různé bakteriální DNA amplifikovat požadovaný fragment DNA určitého 
bakteriálního rodu či druhu. Ve třetím kroku probíhá replikace úseku DNA  mezi připojenými 
primery pomocí DNA-polymerázy při teplotě 70-72 °C. Primer poskytuje volnou 3´-OH 
skupinu  potřebnou pro navázání dalšího nukleotidu, díky čemuž může být zahájena syntéza 
komplementárního vlákna. DNA-polymeráza pro PCR musí být termostabilní, aby 
nedocházelo k její denaturaci během první fáze cyklu. Proto byla izolována z termofilní 
bakterie Thermus aquaticus, podle níž dostala svůj název Taq-polymeráza. 
Několikanásobným opakováním dochází k exponenciální amplifikaci úseku DNA [22], [24]. 
PCR se provádí v zařízení nazývaném termocykler, kde se teploty mění automaticky 
v závislosti na nastaveném programu. Optimální počet cyklů závisí na počáteční koncentraci 
templátové DNA a zpravidla bývá v rozmezí 25-35 cyklů. Příliš vysoký počet cyklů má za 
následek vznik většího množství nespecifických produktů.  V konvenční PCR, k určení 
velikosti produktů PCR a tím i k důkazu amplifikace správného úseku DNA, je využívána 
agarosová gelová elektroforéza [22], [24]. 
Dnes je PCR používána v nejrůznějších modifikacích, které jsou upraveny podle potřeby. 
Jednou z nejvyužívanějších modifikací je PCR v reálném čase (qPCR), která umožňuje 
přímou kvantifikaci produktu PCR v průběhu reakce a tím možnost přesného stanovení 
výchozího počtu kopií templátové sekvence DNA [22], [5]. 
PCR je důležitým nástrojem pro diagnostiku mikroorganismů v potravinách. Nicméně při 
použití reálných komplexních vzorků (např. mléčných výrobků), které obsahují inhibitory 
PCR, může dojít k falešně negativním výsledkům nebo ke snížení citlivosti PCR. Z tohoto 
důvodu je důležitá izolace DNA v kvalitě vhodné pro PCR. Čistou DNA lze získat postupy 
uvedenými v kapitole 2.2.3 [20]. 
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Obrázek 6: Princip PCR. Upraveno dle [25]. 
 
2.4 Probiotika 
Probiotika jsou nepatogenní mikroorganismy využívané v potravinářství. Tyto bakterie lze 
nalézt v lidském trávicím traktu. V dostatečném množství poskytují hostiteli zdravotní 
výhody a jsou schopny zabránit nebo zmírnit některá onemocnění. Mezi probiotické bakterie 
jsou nejčastěji řazeny laktobacily a bifidobakterie. Jejich spotřeba ve fermentovaných 
mléčných výrobcích příznivě ovlivňuje lidské zdraví [26]. 
 
Požadavky na probiotika a jejich vlastnosti: 
• Absence patogenních a toxických vlastností 
• Odolnost vůči žaludečním a žlučovým kyselinám 
• Schopnost ulpívání na střevním epitelu 
• Schopnost přežít a množit se v tlustém střevě 
• Klinicky prokázané zdravotní účinky 
• Bezpečnost [26] 
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3 CÍL PRÁCE 
Cílem teoretické části bakalářské práce bylo vypracovat přehled literatury o struktuře 
magnetických částic, jejich funkcionalizaci a využití při bioseparacích, zvláště pak při izolaci 
a purifikaci nukleových kyselin. 
Cílem experimentální části práce bylo využít magnetické mikročástice pro izolaci DNA 
v kvalitě vhodné pro PCR z mléčného výrobku a pomocí PCR prokázat přítomnost DNA 
probiotických bakterií deklarovaných výrobcem. 
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4 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
4.1 Materiál 
4.1.1 Magnetické mikročástice 
K izolaci DNA byly použity magnetické mikročástice P(HEMA-co-GMA), označované 
Fkol 135ox. Tyto částice byly připraveny Ing. D. Horákem, CSc. na Ústavu 
makromolekulární chemie Akademie věd ČR v Praze. 
 
 
 
 
Obrázek 7: Magnetické mikročástice P(HEMA-co-GMA) [18]. 
 
 
Charakterizace testovaného nosiče tzn. typ polymeru tvořícího vrchní ochranou vrstvu 
magnetického jádra, stupeň pokrytí povrchu nosiče karboxylovými funkčními skupinami, 
obsah Fe v magnetickém jádru nosiče (hmotnostní %), průměr jádra nosiče (µm) bez 
polymerní ochranné vrstvy a index polydispersity (PDI), tedy poměr hmotnosti a počtu nosičů 
o průměrné velikosti je uvedena v Tabulce 2 [5]. 
 
Tabulka 2: Charakterizace magnetického nosiče. Převzato z [5]. 
 
Nosič Polymer Fe (%hm) 
-COOH 
(mM/g) 
Průměr nosičů 
(µm) PDI 
Fkol 135ox P(HEMA-co-GMA) 6,6 2,61 1,0 1,05 
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4.1.2 Mléčný výrobek 
Jako vzorek k izolaci DNA byl použit zakysaný mléčný výrobek s bifidokulturou Activia 
sladká bílá od firmy Danone, a.s., zakoupený v obchodním řetězci (Obrázek 8) [27]. Složení 
výrobku je uvedeno v Tabulce 3 a Tabulce 4. 
 
 
 
 
Obrázek 8: Activia sladká bílá. Převzato z [27]. 
 
Tabulka 3: Složení výrobku Activia sladká bílá. Upraveno dle [27]. 
 
Průměrný obsah ve 100g v 1 kelímku 
Využitelná energie 364 KJ 437 KJ 
Využitelná energie 87 kcal 104 kcal 
Bílkoviny 3,9 g 4,6 g 
Sacharidy 10,8 g 12,9 g 
z toho Cukry 10,8 g 12,9 g 
Tuk 3,1 g 3,7 g 
Nasycené mastné kyseliny 2,0 g 2,4 g 
Vláknina 0 g 0 g 
Sodík 57 mg 68 mg 
Vápník 125 mg 150 mg 
 
Tabulka 4: Obsah mikroorganismů ve výrobku Activia sladká bílá. Vytvořeno dle 
[27], [28], [29]. 
 
Mikroorganismus Funkce Množství v 1g 
Steptococcus thermophilus 
Lactobacillus bulgaricus 
jogurtová kultura 
(protosymbiotická směs) 10
7 
Bifidobacterium animalis  
subsp. lactis DN-173 010 probiotická kultura 3,5·10
7 
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4.1.3 Chemikálie 
• Agarosa pro elektroforézu (Serva, Heidelberg, SRN) 
• Destilovaná voda (FCH VUT, Brno, ČR) 
• Dodecylsulfát sodný (SDS) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 
• Ethanol p.a. (Penta, Chrudim, ČR) 
• Ethidium bromid (EtBr) (5 mg/ml) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 
• Ethylendiamintetraoctová kyselina (EDTA) (Serva, Heidelberg, SRN) 
• Fenol (pH = 7,8 – 8,2) (Lachema, Brno,ČR) 
• Hydroxid sodný (Lachema, Brno, ČR) 
• Chlorid sodný (Lachema, Brno, ČR) 
• Chloroform (Penta, Chrudim, ČR) 
• Isoamylalkohol (Lachema, Brno, ČR) 
• Kyselina boritá (H3BO3) (Penta, Chrudim, ČR) 
• Kyselina chlorovodíková (Lachema, Brno, ČR) 
• Lysozym (Serva, Heidelberg, SRN) 
• Octan sodný (Lachema, Brno, ČR) 
• Poly(ethylenglykol) (PEG) 6000 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 
• Proteináza K (Serva, Heidelberg, SRN) 
• RNáza A (Serva, Heidelberg, SRN) 
• Tris-hydroxymethyl-aminomethan (Tris-báze) (Serva, Heidelberg, SRN) 
4.1.4 Roztoky 
Roztoky byly připravovány podle práce Španová a Rittich (2010) [30]. 
Roztoky pro lyzi bakteriálních buněk 
0,5 M EDTA (pH 8,0) 
186,1 g EDTA bylo rozpuštěno v 800 ml destilované vody a promícháno na magnetické 
míchačce. Pomocí NaOH bylo upraveno pH na 8,0. Roztok byl doplněn do objemu 1 l 
destilovanou H2O, rozdělen do alikvotů a sterilizován v autoklávu (121 °C/20 min.). 
 
1M Tris-HCl (pH 7,8) 
12,1 g Tris-báze bylo rozpuštěno v 70 ml destilované H2O. Pomocí koncentrované HCl  bylo 
upraveno pH na hodnotu 7,8. Roztok byl doplněn destilovanou vodou do objemu 100 ml a 
sterilizován v autoklávu (121 °C/20 min.). 
 
Lyzační roztok A 
Roztok byl připraven  ze sterilních zásobních roztoků  1 M Tris-HCl (pH 7,8) a 0,5 M EDTA 
(pH 8,0). Bylo smícháno 1 ml Tris-HCl (pH 7,8), 1 ml EDTA (pH 8,0) a 98 ml destilované 
vody. 
 
Lyzační roztok B 
K lyzačnímu roztoku A byl přidán lysozym na výslednou koncentraci 3,0 mg/ml. 
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20% SDS 
20 g SDS bylo rozpuštěno v 80 ml sterilní destilované vody při teplotě 68 °C. Pomocí 
koncentrované HCl bylo upraveno pH na 7,0. Roztok byl doplněn do 100 ml destilovanou 
vodou. Sterilizace roztoku nebyla nutná. 
 
Proteináza K (1 mg/ml) 
Na analytických vahách bylo naváženo 10 mg proteinázy K, roztok byl doplněn destilovanou 
vodou do 10 ml a rozdělen do alikvotních podílů. Byl uchováván při teplotě – 20 °C. 
Roztoky pro fenolovou extrakci 
Fenol 
Destilovaný fenol nasycený v TE pufru, pH 7,8 
 
CIZ 
Směs chloroformu a isoamylalkoholu v poměru 24:1 
 
3 M octan sodný (pH 5,2) 
V 800 ml destilované vody bylo rozpuštěno 408,1 g trihydrátu octanu sodného. Ledovou 
kyselinou octovou bylo upraveno pH na hodnotu 5,2. Roztok byl doplněn destilovanou vodou 
do 1 000 ml, rozdělen do alikvotních podílů a sterilizován v autoklávu (121 °C, 20 minut). 
 
TE pufr 
Roztok byl připraven sterilně ze zásobních roztoků 1M Tris-HCl (pH 7,8) a 0,5M EDTA 
(pH 8,0). Byl smíchán 1 ml Tris-HCl (pH 7,8), 200 µl EDTA (pH 8,0) a 98 ml destilované 
vody. 
Roztoky pro izolaci DNA pomocí magnetických mikročástic 
5 M NaCl 
58,4 g NaCl bylo rozpuštěno ve 150 ml destilované vody. Roztok byl doplněn destilovanou 
vodou do 200 ml a sterilizován v autoklávu (121 °C/20 minut). 
 
40% PEG 
Navážka 40 g PEG 6000 byla rozpuštěna v 60 ml sterilní destilované vody. Roztok byl 
doplněn sterilní destilovanou vodou do 100 ml. Roztok byl uchováván při 4 °C. 
 
70 % ethanol 
Bylo smícháno 70 ml 96% ethanolu a 26 ml destilované vody. 
 
TE pufr 
Roztok byl připraven sterilně ze zásobních roztoků 1M Tris-HCl (pH 7,8) a 0,5 M EDTA (pH 
8,0). Byl smíchán 1 ml Tris-HCl (pH 7,8), 200 µl EDTA (pH 8,0) a 98 ml destilované vody. 
  
24 
Komponenty pro PCR 
• Voda pro PCR (Top-Bio, Praha, ČR) 
• Reakční pufr kompletní pro Taq DNA polymerázu 1.1. (10x koncentrovaný); složení: 
750 mM Tris-HCl, pH 8,8 (při 25 °C), 200 mM (NH4)2SO4, 0,1% Tween 20, 
25 mM MgCl2 (Top-Bio, Praha, ČR) 
• Směs dNTP 10 mM (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), pH 7,5 (Top-Bio, Praha, ČR) 
• Primery (10 pmol/µl) (Generi Biotech, Hradec Kralové, ČR) 
• Taq DNA polymeráza 1.1 (1U/µl) (Top-Bio, Praha, ČR) 
Gelová elektroforéza 
0,5 × TBE pufr 
54 g Tris-base a 27,5 g kyseliny borité bylo rozpuštěno v 600 ml destilované vody. Poté bylo 
přidáno 20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) a doplněno destilovanou vodou do 1000 ml. Před 
použitím byl roztok 10x naředěn na výslednou koncentraci. 
 
Agarosový gel 
0,8%: 0,8 g agarosy bylo rozpuštěno ve 100 ml 0,5x koncentrovaného TBE pufru 
1,8%: 1,8 g agarosy bylo rozpuštěno ve 100 ml 0,5x koncentrovaného TBE pufru 
 
Barvící lázeň 
100 µl roztoku ethidium bromidu (5 mg/ml) bylo zředěno 500 ml destilované vody. 
 
DNA standard 
Obsahuje fragmenty DNA o velikosti 1500, 1200, 1000-100 bp. 
 
Nanášecí pufr Yellow load (6x koncentrovaný) 
Roztok o vysoké hustotě se žlutým barvivem Oranž G. 
4.1.5 Přístroje 
• Magnetický separátor Dynal (Oslo, Norsko) 
• MJ Research Programme Cycler PTC-100 (Watertown, USA) 
• UltraLum EB-20E UV transilluminator (Paramount, USA)  
• NanoPhotometer (Implen, Německo) 
• Elektroforetická vana model Owl D2 Wide Gel System (Thermo Scientific Owl 
Separation Systems, USA) a zdroj elektrického proudu Enduro Power Supplies 
(Labnet, USA), WPA CO 8000 Cell Density Meter (Biochrom, UK) 
• Fotoaparátu Casio Exiilim (Casio Computer co.Ltd, USA)  
• Analytické váhy Kern ew (Novoť, SK) 
• Laboratorní váhy B0430 (Ohaus, USA) 
• Centrifuga MINI Spin 13 400 min-1 (Eppendorf, Německo) 
• Termostat – Mini incubator (Labnet,37 USA) 
• Termostat FTC 901 (VELP SCIENTIFICA, Miláno, Itálie) 
• Mikrovlnná trouba SMW 5020 (SENCOR, ČR) 
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4.2 Metody 
Postupy byly prováděny podle skript Španové a Ritticha (2010) [30], částečně 
modifikované dle doc. RNDr. Aleny Španové, CSc. a Ing. Štěpánky Trachtové, Ph.D. 
4.2.1 Příprava hrubých lyzátů buněk z mléčného výrobku 
1. Z mléčného probiotického výrobku Activia sladká bílá byl odebrán 1 ml do sterilní 
Eppendorfovy zkumavky (1,5 ml). 
2. Vzorky byly centrifugovány při 14 000 ot/min po dobu 5 minut. Supernatant byl opatrně 
slit. 
3. K sedimentu byl přidán 1 ml roztoku A a znovu centrifugován při 14 000 ot/min po dobu 
5 minut. 
4. Získaný sediment byl resuspendován v 1 ml lyzačního roztoku B s lysozymem 
a inkubován při laboratorní teplotě po dobu 30 minut.  Ke vzorku bylo přidáno 50 µl 
20% SDS a 5 µl proteinázy K (1 mg/ml). 
5. Vzorky byly inkubovány v termostatu při teplotě 55 °C do druhého dne. 
6. Ke vzorku bylo přidáno 10 µl RNázy A (100 µg/ml). Po promíchání byl vzorek inkubován 
při 37 °C po dobu 30 minut. 
4.2.2 Izolace bakteriální DNA fenolovou extrakcí 
1. Hrubý lyzát buněk (1,3 ml) byl odpipetován do sterilní Eppendorfovy zkumavky (2 ml). 
2. K hrubému lyzátu (1,3 ml) buněk bylo přidáno 600 µl fenolu (předestilovaného, pH 
upraveno na 7,8). Celá směs byla po dobu 4 minut opatrně promíchávána kývavým 
pohybem a poté centrifugována při 15 000 ot/min po dobu 3 minut. 
3. Vodná fáze byla odebrána a byla opakována extrakce fenolem. 
4. Po centrifugaci byla odebrána vodná fáze do čisté Eppendorfovy zkumavky. 
5. K vodní fázi s DNA bylo přidáno 700 µl chloroform-isoamylalkoholu (CIZ, 24:1) a byla 
po dobu 4 minut opatrně promíchávána kývavým pohybem. Směs byla centrifugována při 
15 000 ot./min po dobu 3 minut. 
6. Po centrifugaci byla odebrána vodná fáze do čisté Eppendorfovy zkumavky. 
7. Ke vzorku DNA byla přidána 1/20 objemu 3 M octanu sodného, směs byla promíchána. 
8. Následně bylo přidáno 800 µl 96% ethanolu, směs byla promíchána a DNA byla srážena 
při –20 °C po dobu 15 minut. 
9. Směs byla centrifugována při 15 000 ot/min, supernatant byl opatrně slit. 
10. Sediment DNA byl usušen a přes noc rozpuštěn v 200 µl TE pufru. 
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4.2.3 Izolace bakteriální DNA magnetickými mikročásticemi 
Izolace bakteriální DNA byla provedena za využití magnetických mikročástic (2 mg/ml) ze 
100 µl hrubého lyzátu v prostředí 2 M NaCl a 16% PEG 6000 a ze 300 µl hrubého lyzátu 
v prostředí 2 M NaCl a 8% PEG 6000. 
 
1. Byla připravena separační směs do sterilních Eppendorfových zkumavek (1,5 ml). Pořadí 
přidávaných komponent je uvedeno v Tabulce 5. 
 
Tabulka 5: Příprava separační směsi pro různá množství hrubého lyzátu 
 
Pořadí Komponenta Objem [µl] Objem [µl] 
1. Sterilní voda 0 0 
2. 5 M NaCl 400 400 
3. Hrubý lyzát buněk 100 300 
4. 40% PEG 6000 400 200 
5. Částice Fkol 135ox 100 100 
Výsledný objem [µl] 1 000 1 000 
 
2. Připravená směs byla inkubována 15 minut při laboratorní teplotě. 
3. Částice s navázanou DNA byly odseparovány pomocí magnetického separátoru při 
laboratorní teplotě podobu 15 minut. Supernatant byl opatrně odpipetován a zkumavka 
s DNA navázanou na magnetických nosičích byla uvolněna z magnetického separátoru. 
4. Do zkumavky obsahující nosiče s navázanou DNA bylo přidáno 1 000 µl 70% ethanolu 
a částice byly znovu odseparovány magnetem po dobu 2 minut při laboratorní teplotě. 
Roztok ethanolu byl opatrně slit. Promytí vzorku 70% ethanolem bylo provedeno ještě 
jednou a poté byla zkumavka uložena v horizontální poloze do termostatu při 55°C, kde 
byla krátce usušena od zbytků ethanolu. 
5. DNA byla eluována do 50 µl TE pufru při laboratorní teplotě po dobu 15 minut v případě 
izolace ze 100 µl hrubého lyzátu a při izolaci ze 300 µl hrubého lyzátu do druhého dne.  
6. Částice byly pomocí magnetu odseparovány při laboratorní teplotě po dobu 2 minut. 
7. Eluovaná DNA byla přepipetována do čisté Eppendorfovy zkumavky. 
4.2.4 Spektrofotometrické stanovení koncentrace a čistoty bakteriální DNA 
Koncentrace a čistota izolované DNA byla měřena spektrofotometricky pomocí přístroje 
NanoPhotometer. 
 
1. V závislosti na očekávané koncentraci bylo zvoleno víčko s odpovídajícími parametry 
uvedené v Tabulce 6. 
2. Byla měřena absorbance vlnových délek 230, 260, 280 a 320 nm. Jako referenční vzorek 
byl použit TE pufr. 
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Tabulka 6: Parametry pro NanoPhotometer 
 
Označení 
víčka 
Optická dráha 
[mm] 
Virtuální 
zředění 
Objem vzorku 
[µl] 
Měřitelný rozsah DNA 
[ng/µl] 
Lid 10 1 1:10 3 15 - 700 
Lid 50 0,2 1:50 4 250 - 4000 
 
4.2.5 Agarosová gelová elektroforéza bakteriální  DNA 
1. Do Erlenmayrovy baňky byl připraven 0,8% agarosový gel z 0,8 g agarosy a 100 ml 
0,5x TBE pufru. Směs byla pečlivě rozvařena v mikrovlnné troubě a nalita do vaničky 
s hřebínkem, kde byla ponechána 30 minut než ztuhla. Po ztuhnutí gelu byl odstraněn 
hřebínek. 
2. Na podložce z polyethylenu bylo smícháno 10 µl DNA s 2 µl nanášecího pufru. Směs byla 
nanesena do komůrky gelu. 
3. Na gel byly nanášeny také hmotnostní standardy obsahující 50 µg/µl, 100 µg/µl, 10 ng/µl.  
4. Vanička s gelem byl vložena do elektroforetické vany a převrstvena 0,5x TBE pufrem. 
5. Elektroforéza probíhala při napětí 60 V cca 1 hodinu. 
6. Po skončení elektroforézy byl gel barven v roztoku ethidium bromidu (1 µg/ml) po dobu 
30 minut. 
7. Obarvený gel byl pozorován na transiluminátoru v UV světle.   
4.2.6 Polymerázová řetězová reakce 
PCR byla provedena pomocí primerů specifických pro danou doménu či rod a při 
specifických podmínkách pro amplifikaci. 
 
1. Ze všech vzorků izolované DNA (fenolová extrakce a magnetické částice) bylo 
připraveno 25 µl směsi pro PCR. 
2. Všechny komponenty PCR reakce byly před použitím rozmraženy, promíchány a krátce 
zcentrifugovány. 
3. PCR směs byla připravena do 200 µl Eppendorfových zkumavek. Pořadí přidávaných 
komponent je uvedeno v Tabulce 7. 
4. Byla připravena negativní kontrola, kdy byla použita PCR směs bez DNA matrice. Místo 
DNA matrice byl přidán 1 µl vody pro PCR. 
5. Byla připravena pozitivní kontrola, ve které byla použita matrice pro DNA (10 ng/µl) 
daného mikroorganismu. 
6. Vzorky obsahující všechny složky PCR směsi byly promíchány a krátce centrifugovány. 
7. Vzorky byly umístěny do termocykleru, na kterém byl nastaven specifický program. 
Parametry amplifikačního programu jsou uvedeny v Tabulce 8. 
8. Po skončení PCR byly vzorky vyjmuty z termocykleru a použity pro detekci PCR 
produktu pomocí gelové elektroforézy na 1,8% agarosovém gelu. 
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Tabulka 7: Složení PCR směsí 
 
Objem [µl]/rod Pořadí Komponenta 
Bacteria Lactobacillus Bifidobacterium 
1. Voda pro PCR 19,5 15,5 15,0 
2. 10x reakční pufr kompletní 2,5 2,5 2,5 
3. Směs dNTP (10 mM) 0,5 0,5 0,5 
4. primery (10 pmol/µl) 0,5 0,5 0,5 
5. primery (10 pmol/µl) 0,5 0,5 0,5 
6. DNA polymeráza Top Bio 1.1 (1U/µl) 0,5 0,5 1,0 
7. Matrice DNA (10 ng/µl) 1,0 5,0 5,0 
  
Tabulka 8: Programy PCR 
 
EUBACTER LBC ROD BIFI 914 
Teplota 
(°C) 
Čas 
(min) 
Počet 
cyklů 
Teplota 
(°C) 
Čas 
(min) 
Počet 
cyklů Teplota 
Čas 
(min) 
Počet 
cyklů 
94 5  94 5  94°C 5  
94 0,5 94 0,5 94°C 1  
56 0,5 55 0,5 50°C 1  
72 1 72 1 72°C 2 
72 5  
30 
72 5 
30 
72°C 10  
30 
 
PCR pro doménu Bacteria 
PCR byla provedena pomocí primerů F-eub a R-eub specifických pro doménu Bacteria. 
Pro amplifikaci byl použit program EUBACTER. Nastavení tohoto programu je uvedeno v 
Tabulce 8. Velikost amplifikovaného fragmentu je 466 bp. Sekvence primerů je uvedena 
v Tabulce 9 [31]. 
 
Tabulka 9: Sekvence primerů specifických pro doménu Bacteria 
 
Primer Sekvence primeru Velikost produktu (bp) 
F_eub 5´-TCC TAC GGG AGG CAG CAG T-3´ 
R_eub 5´-GGA CTA CCA GGG TAT CTA ATC CTG TT-3´ 466 
 
PCR specifická pro rod Lactobacillus 
PCR byla provedena pomocí primerů LbLMA 1 a R 16-1 specifických pro rod 
Lactobacillus. Pro amplifikaci byl použit program LBC ROD. Nastavení tohoto programu je 
uvedeno Tabulce 8. Velikost amplifikovaného fragmentu byla 250 bp. Sekvence primerů je 
uvedena v Tabulce 10 [32]. 
 
  
29 
Tabulka 10: Sekvence primerů specifických pro rod Lactobacillus 
 
Primer Sekvence primeru Velikost produktu (bp) 
LbLMA1 5′-CTC AAA ACT AAA CAA AGT TTC-3′ 
R16-1 5′-CTT GTA CAC ACC GCC CGT CA-3′ 250 
 
PCR specifická pro rod Bifidobacterium 
PCR byla provedena pomocí primerů Pbi F1 a Pbi R2 specifických pro rod 
Bifidobacterium. Pro amplifikaci byl použit program BIFI 914. Nastavení tohoto programu je 
uvedeno v Tabulce 8. Velikost amplifikovaného fragmentu byla 914 bp. Sekvence primerů je 
uvedena v Tabulce 11 [33]. 
 
Tabulka 11: Sekvence primerů specifických pro rod Bifidobacterium 
 
Primer Sekvence primeru Velikost produktu (bp) 
Pbi F1 5´-CCGGAATAGCTCC-3′ 
Pbi R2 5´-GACCATGCACCACCTGTGAA-3′ 914 
 
4.2.7 Agarosová gelová elektroforéza produktů PCR  
1. Do Erlenmayrovy baňky byl připraven 1,8% agarosový gel z 1,8 g agarosy a 100 ml 
0,5x TBE pufru. Směs byla pečlivě rozvařena v mikrovlnné troubě a nalita do vaničky 
s hřebínkem, kde byla ponechána 30 minut než ztuhla v gel. Po ztuhnutí gelu byl 
odstraněn hřebínek. 
2. PCR produkty byly promíchány a krátce zcentrifugovány. Ke každému PCR produktu 
bylo přidáno 5 µl nanášecího pufru.  
3. Do komůrky gelu bylo naneseno vždy 15 µl produktu PCR a do jedné z komůrek bylo 
naneseno 5 µl standardu Malamité (100 bp žebříček) 
4. Vanička s gelem byl vložena do elektroforetické vany a převrstvena 0,5x TBE pufrem. 
5. Elektroforéza probíhala při napětí 60 V cca 2,0-2,5 hodin. 
6. Po skončení elektroforézy byl gel barven v roztoku ethidium bromidu (1 µg/ml) po dobu 
30 minut. 
7. Obarvený gel byl pozorován na transiluminátoru v UV světle a dokumentován 
fotograficky. 
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5 VÝSLEDKY 
5.1 Izolace bakteriální DNA z mléčného výrobku magnetickými 
mikročásticemi 
Z 1 ml mléčného probiotického výrobku Activia sladká bílá bylo připraveno 9 hrubých 
lyzátů buněk postupem uvedeným v kapitole 4.2.1. 
DNA byla izolována magnetickými mikročásticemi ze 100 µl hrubého lyzátu buněk 
postupem uvedeným v kapitole 4.2.3. Izolace byla provedena ze tří vzorků hrubých lyzátů 
buněk (1-3) ve třech opakováních (a-c). Pro kontrolu byla provedena izolace DNA fenolovou 
extrakcí z hrubých lyzátů buněk (1300 µl) podle postupu uvedeného v kapitole 4.2.2. Izolace 
byla provedena ze tří hrubých lyzátů buněk (4-6). Pro optimalizaci rodově specifické PCR 
byla provedena izolace mikročásticemi z 300 µl hrubých lyzátů buněk postupem uvedeným 
v kapitole 4.2.3.  
Izolace byla provedena ze tří hrubých lyzátů buněk (7-9). Izolace DNA byla ověřena 
pomocí agarosové gelové elektroforézy podle postupu uvedeného v kapitole 4.2.5. 
5.2 Spektrofotometrické stanovení koncentrace a čistoty bakteriální DNA 
Spektrofotometrické stanovení koncentrace a čistoty bakteriální DNA, izolované 
magnetickými mikročásticemi a fenolovou extrakcí, bylo provedeno dle postupu uvedeného 
v kapitole 4.2.4. Výsledky spektrofotometrického stanovení jsou uvedeny v Tabulce 12. 
 
Tabulka 12: Spektrofotometrické stanovení koncentrace a čistoty bakteriální DNA 
 
č. HL buněk 
výrobku 
Množství 
HL b. [µl] 
Metoda 
izolace DNA 
c 
[ng/µl] 
A  
230 
A  
260 
A 
 280 
A  
320 
A  
260/280 
26,8 0,253 0,146 0,133 0,039 1,14 
31,8 0,306 0,18 0,158 0,053 1,21 1 (a) 100 MČ 
23,3 0,23 0,136 0,136 0,046 1,00 
39,2 0,192 0,25 0,216 0,093 1,28 
49,0 0,297 0,301 0,256 0,105 1,30 1 (b) 100 MČ 
28,2 0,083 0,192 0,173 0,079 1,20 
30,7 0,234 0,178 0,156 0,055 1,22 
31,5 0,209 0,200 0,167 0,074 1,36 1 (c) 100 MČ 
45,2 0,402 0,261 0,247 0,080 1,08 
26,5 0,492 0,136 0,147 0,030 0,91 
24,5 0,499 0,147 0,166 0,049 0,84 2 (a) 100 MČ 
31,0 0,607 0,177 0,191 0,053 0,80 
31,5 0,051 0,206 0,175 0,080 1,33 
15,0 0,014 0,086 0,077 0,026 1,18 2 (b) 100 MČ 
45,0 0,133 0,297 0,263 0,117 1,23 
21,0 0,413 0,102 0,114 0,018 0,88 
12,0 0,233 0,058 0,076 0,010 0,73 2 (c) 100 MČ 
26,5 0,469 0,140 0,143 0,034 0,97 
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89,2 0,381 0,565 0,454 0,208 1,45 
85,0 0,337 0,542 0,438 0,202 1,44 3 (a) 100 MČ 
88,5 0,363 0,569 0,457 0,215 1,46 
85,8 0,304 0,556 0,456 0,213 1,41 
79,0 0,278 0,514 0,425 0,198 1,39 3 (b) 100 MČ 
113,0 0,493 0,722 0,587 0,271 1,43 
42,5 0,147 0,271 0,227 0,101 1,35 
52,3 0,232 0,336 0,274 0,127 1,42 3 (c) 100 MČ 
54,8 0,251 0,351 0,286 0,132 1,42 
610 0,133 0,237 0,172 0,007 1,36 
518 0,111 0,199 0,148 0,008 1,33 4 1300 FE 
535 0,112 0,207 0,156 0,007 1,31 
582 0,363 0,295 0,265 0,062 1,15 
632 0,332 0,280 0,248 0,027 1,15 5 1300 FE 
478 0,289 0,212 0,189 0,021 1,14 
2712 1,249 1,223 1,046 0,138 1,20 
2285 0,980 1,039 0,947 0,125 1,11 6 1300 FE 
2565 1,067 1,156 1,041 0,130 1,13 
68,0 0,438 0,215 0,195 0,079 1,17 
81,0 0,512 0,244 0,218 0,082 1,19 7 300 MČ 
81,0 0,524 0,252 0,227 0,900 1,18 
92,0 0,319 0,300 0,249 0,116 1,38 
89,0 0,300 0,279 0,230 0,100 1,38 8 300 MČ 
82,5 0,276 0,264 0,218 0,099 1,39 
101 0,535 0,306 0,263 0,105 1,27 
92,5 0,470 0,290 0,250 0,105 1,28 9 300 MČ 
103 0,555 0,317 0,270 0,110 1,26 
 
  
 
 
 
⇒ Byla izolována DNA v různých koncentracích a čistotě v závislosti na množství použitého 
hrubého lyzátu buněk.  
5.3 Polymerázová řetězová reakce 
DNA izolovaná magnetickými mikročásticemi ze 100 µl hrubých lyzátů buněk a izolovaná 
fenolovou extrakcí byla poté zředěna na koncentraci 10 ng/µl pro amplifikaci v PCR. DNA 
izolovaná magnetickými mikročásticemi ze 300 µl hrubých lyzátů buněk byla použita do PCR 
neředěná. K důkazu přítomnosti probiotických bakterií rodu Lactobacillus a Bifidobacterium 
v mléčném výrobku deklarovaných výrobcem bylo využito metody PCR dle postupu 
uvedeného v kapitole 4.2.6.  
HL Hrubý lyzát  MČ Magnetické částice 
   FE Fenolová extrakce 
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5.3.1 Důkaz přítomnosti bakteriální DNA 
Přítomnosti bakteriální DNA byla ověřena v PCR s primery specifickými pro doménu 
Bacteria dle postupu uvedeného v kapitole 4.2.6. Výsledky jsou uvedeny na Obrázku 9.  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obrázek 9: Agarosová gelová elektroforéza produktů PCR specifických pro doménu Bacteria 
(466 bp). Amplifikováno bylo 10 ng DNA izolované magnetickými mikročásticemi 
a fenolovou extrakcí ze 6 hrubých lyzátů buněk mléčného výrobku. 
 
⇒ Po amplifikaci DNA v PCR byly prokázány specifické produkty pro doménu Bacteria. 
Běh č. HL buněk 
výrobku 
Metoda 
izolace DNA 
Detekce PCR 
produktu 
1 Negativní kontrola  – 
2 – 
  
3 Pozitivní kontrola 
 +++ 
4 1 (a) ++ 
5 1 (b) + 
6 1 (c) 
MČ 
++ 
7 2 (a) ++ 
8 2 (b) ++ 
9 2 (c) 
MČ 
+ 
10 3 (a) + 
11 3 (b) ++ 
12 3 (c) 
MČ 
+ 
13 4
 
FE +++ 
14 5 FE +++ 
15 6 FE ++ 
16 DNA standard 
  
17 Pozitivní kontrola 
 +++ 
Detekce PCR produktu 
+++ silná 
++ zřetelná 
+ slabá 
– nedetekován 
  
Metoda izolace DNA 
MČ Magnetické částice 
FE Fenolová extrakce 
  
HL Hrubý lyzát 
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5.3.2 Důkaz přítomnosti DNA bakterií rodu Lactobacillus 
Pro amplifikaci byla použita DNA izolovaná magnetickými částicemi ze 100 µl a 300 µl 
hrubých lyzátů buněk a DNA izolována fenolovou extrakcí 
Použití DNA matrice izolované ze 100 µl hrubých lyzátů buněk 
Důkaz byl proveden pomocí PCR specifické pro rod Lactobacillus podle postupu 
uvedeného v kapitole 4.2.6. Výsledky jsou uvedeny na Obrázku 10. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obrázek 10: Agarosová gelová elektroforéza produktů PCR specifických pro rod 
Lactobacillus (250 bp). Amplifikováno bylo 50 ng DNA izolované magnetickými 
mikročásticemi a fenolovou extrakcí ze 6 hrubých lyzátů buněk mléčného výrobku. 
 
⇒ Produkty PCR specifické pro rod Lactobacillus byly slabě detekovány ve všech vzorcích 
s výjimkou 2 vzorků.  
Běh č. HL buněk 
výrobku 
Metoda 
izolace DNA 
Detekce PCR 
produktu 
1 1 (a) + 
2 1 (b) - 
3 1 (c) 
MČ 
+ 
4 2 (a) + 
5 2 (b) + 
6 2 (c) 
MČ 
- 
7 3 (a) + 
8 3 (b) + 
9 3 (c) 
MČ 
+ 
10 4
 
FE ++ 
11 5 FE + 
12 6 FE + 
13 DNA standard 
  
14 Pozitivní kontrola 
 +++ 
15 – 
  
16 Negativní kontrola  – 
Detekce PCR produktu 
+++ silná 
++ zřetelná 
+ slabá 
– nedetekován 
  
Metoda izolace DNA 
MČ Magnetické částice 
FE Fenolová extrakce 
  
HL Hrubý lyzát 
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Použití DNA matrice izolované ze 300 µl hrubých lyzátů buněk 
Důkaz byl proveden pomocí PCR specifické pro rod Lactobacillus podle postupu 
uvedeného v kapitole 4.2.6. Výsledek je uveden na Obrázku 11. 
 
  
 
Běh  č. HL buněk 
výrobku  
DNA[ng]/ 
směs pro PCR  
Metoda 
izolace DNA 
Detekce PCR 
produktu 
1 7 384 MČ ++ 
2 8 439 MČ ++ 
3 9 494 MČ +++ 
4 4
 
50 FE ++ 
5 DNA standard  
  
6 Pozitivní kontrola 10 
 ++ 
7 – 
   
8 Negativní kontrola   – 
 
Detekce PCR produktu 
 
Metoda izolace DNA 
+++ silná MČ  Magnetické částice 
++ zřetelná FE    Fenolová extrakce 
+ slabá  
– nedetekován HL   Hrubý lyzát 
 
Obrázek 11: Agarosová gelová elektroforéza produktů PCR specifických pro rod 
Lactobacillus (250 bp). Amplifikováno bylo DNA izolované magnetickými mikročásticemi 
a fenolovou extrakcí ze 4 hrubých lyzátů buněk mléčného výrobku. 
 
⇒ Produkty PCR specifické pro rod Lactobacillus byly detekovány ve všech vzorcích v různé 
intenzitě 
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5.3.3 Citlivost PCR pro rod Lactobacillus 
Pro posouzení citlivosti PCR bylo použito DNA matrice Lactobacillus acidophilus 
(10 ng/µl), která byla zředěna desítkovým ředěním. Bylo postupováno dle návodu uvedeného 
v kapitole 4.2.6. Výsledky jsou uvedeny na Obrázku 12. 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obrázek 12:  Agarosová gelová elektroforéza produktů PCR získaných při stanovení citlivosti 
PCR pro rod Lactobacillus (250 bp). 
 
⇒ Nejnižší detekovatelné množství DNA amplifikované v PCR specifické pro rod 
Lactobacillus s primery LbLMA 1 a R 16-1 bylo 500 pg. 
 
Běh Množství DNA/  
směs pro PCR 
Detekce PCR 
produktu 
1 50 ng +++ 
2 5 ng ++ 
3 500 pg + 
4 50 pg – 
5 5 pg – 
6 500 fg – 
7 50 fg – 
8 DNA standard 
 
9 Pozitivní kontrola  ++ 
10 – 
 
11 Negativní kontrola – 
Detekce PCR produktu 
+++ silná 
++ zřetelná 
+ slabá 
– nedetekován 
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5.3.4 Důkaz přítomnosti DNA bakterií rodu Bifidobacterium  
Použití DNA matrice izolované ze 300 µl hrubých lyzátů buněk 
Důkaz byl proveden pomocí PCR specifické pro rod Bifidobacterium podle postupu 
uvedeného v kapitole 4.2.6. Výsledky jsou uvedeny na Obrázku 13. 
 
 
Běh   č. HL buněk 
výrobku 
DNA [ng]/ 
PCR směs  
Metoda 
izolace DNA 
Detekce PCR 
produktu 
1 7 384 MČ ++ 
2 8 439 MČ ++ 
3 9 494 MČ +++ 
4 4
 
50 FE ++ 
5 DNA standard  
  
6 Pozitivní kontrola 10 
 ++ 
7 – 
   
8 Negativní kontrola   – 
 
Detekce PCR produktu 
 
Metoda izolace DNA 
+++ silná MČ  Magnetické částice 
++ zřetelná FE    Fenolová extrakce 
+ slabá  
– nedetekován HL   Hrubý lyzát 
 
Obrázek 13: Agarosová gelová elektroforéza produktů PCR specifických pro rod 
Bifidobacterium (914 bp). Amplifikováno bylo DNA izolované magnetickými mikročásticemi 
a fenolovou extrakcí ze 4 hrubých lyzátů buněk mléčného výrobku. 
 
⇒ Produkty PCR specifické pro rod Bifidobacterium byly detekovány ve všech vzorcích 
v podobné intenzitě. 
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5.3.5 Citlivost PCR pro rod Bifidobacterium 
Pro posouzení citlivosti PCR bylo použito DNA matrice Bifidobacterium animalis 
(10 ng/µl), která byla zředěna desítkovým ředěním. Bylo postupováno dle návodu uvedeného 
v kapitole 4.2.6. Výsledky jsou uvedeny na Obrázku 14. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obrázek 14: Agarosová gelová elektroforéza produktů PCR získaných při stanovení citlivosti 
PCR pro rod Bifidobacterium (914 bp). 
 
⇒ Nejnižší detekovatelné množství DNA po amplifikaci v PCR specifické pro rod 
Bifidobacterium s primery Pbi F1 a Pbi R2 bylo 50 pg. 
 
Běh Množství DNA/  Směs pro PCR 
Detekce PCR 
produktu 
1 50 fg – 
2 500 fg – 
3 5 pg – 
4 50 pg + 
5 500 pg ++ 
6 5 ng +++ 
7 50 ng +++ 
8 DNA standard 
 
9 Pozitivní kontrola ++ 
10 – 
 
11 Negativní kontrola – 
Detekce PCR produktu 
+++ silná 
++ zřetelná 
+ slabá 
– nedetekován 
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5.3.6 Shrnutí výsledků 
 Byla provedena izolace DNA ze 100 µl tří hrubých lyzátů buněk mléčného výrobku pomocí 
magnetických mikročástic. Pro kontrolu byla provedena izolace DNA fenolovou extrakcí ze 
tří celých hrubých lyzátů buněk (1300 µl). Koncentrace a čistota izolované DNA byla 
stanovena spektrofotometricky. Shrnutí naměřených hodnot je uvedeno v Tabulce 13.  
Izolovaná DNA byla zředěna na 10 ng/µl a použito v PCR specifické pro doménu Bacteria. 
PCR produkty byly intenzivní. DNA zředěná na 10 ng/µl bylo použito i pro PCR specifické 
pro rod Lactobacillus. Kvůli nízké koncentraci bakterií rodu Lactobacillus byla intenzita PCR 
produktů velmi slabá. Výsledky jsou shrnuty v Tabulce 14. 
Z tohoto důvodu byla provedena druhá izolace DNA pomocí magnetických mikročástic ze 
300 µl tří hrubých lyzátů buněk. Koncentrace a čistota izolované DNA je shrnuta 
v Tabulce 13. 
Izolovaná DNA byla použita neředěná do PCR specifické pro rod Lactobacillus a do PCR 
specifické pro rod Bifidobacterium. PCR produkty specifické pro rod Lactobacillus byly 
detekovány ve větší intenzitě. Nejintenzivnější byly PCR produkty specifické pro rod 
Bifidobacterium.  Ze standardů DNA rodu Lactobacillus a rodu Bifidobacterium byla 
provedena citlivost PCR. Nejnižší detekovatelné množství DNA amplifikované v PCR 
specifické pro rod Lactobacillus bylo 500 pg. Nejnižší detekovatelné množství DNA po 
amplifikaci v PCR specifické pro rod Bifidobacterium bylo 50 pg. Výsledky izolace ze 300 µl 
hrubých lyzátů buněk a stanovení citlivostí PCR  jsou shrnuty v Tabulce 14. 
 
Tabulka 13: Koncentrace a čistota izolované DNA 
 
Metoda 
izolace 
HL buněk 
[µl] 
Koncentrace 
[ng/µl] 
Přepočet na 1300 µl HL 
buněk, tj. 1 ml výrobku 
Čistota DNA 
A260 nm/A280 nm 
MČ 100 20-80 260-1040 1,34 
MČ 300 80-100 350-430 1,28 
FE 1300 500-2700 500-2700 1,19 
 
 
 
 
 
 
Tabulka 14: PCR 
 
PCR HL buněk [µl] 
Ředění  
na 10 ng/µl 
Detekce PCR 
produktů 
Nejnižší detekovatelné 
množství 
Bacteria 100  ++  
Lactobacillus 100  +  
 300  ++ 500 pg 
Bifidobacterium 300  +++ 5 pg 
HL Hrubý lyzát 
MČ Magnetické částice 
FE Fenolová extrakce 
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6 DISKUZE 
6.1 Izolace bakteriální DNA z mléčného výrobku 
Ze zakysaného mléčného výrobku s bifidokulturou Activia sladká bílá byly připraveny 
hrubé lyzáty buněk, ze kterých byla izolována DNA pomocí magnetických mikročástic 
P(HEMA-co-GMA).  Jako kontrola byla použita DNA izolovaná fenolovou extrakcí.  
Koncentrace a čistota bakteriální DNA byla stanovena spektrofotometricky. Nejvyšší 
koncentrace DNA byla zjištěna u vzorků izolovaných fenolovou extrakcí, protože izolace byla 
prováděna z celého hrubého lyzátu buněk (1300 µl). U vzorků izolovaných magnetickými 
mikročásticemi byla stanovena nižší koncentrace, protože izolace byla prováděna pouze ze 
100 µl a 300 µl hrubého lyzátu buněk. Ve všech vzorcích byla stanovena hodnota 
A260 nm/A280 nm < 1,8, což značí silné znečištění DNA bílkovinami [30]. Toto znečištění je 
způsobeno především izolací DNA z reálného vzorku potravinového výrobku, který obsahuje 
mnoho bílkovin a dalších látek. Přídavkem DNA do PCR směsi se DNA ředí, čímž se ředí i 
látky, které kontaminují DNA. 
6.2 PCR 
6.2.1 Důkaz přítomnosti bakteriálního DNA 
Přítomnost bakteriální DNA v roztocích zředěných na přibližně 10 ng/µl byla prokázána 
pomocí PCR pro doménu Bacteria se specifickými primery F-eub a R-eub. Byl amplifikován 
PCR produkt o velikosti 466 bp detekovaný gelovou elektroforézou na 1,8% agarosovém 
gelu, což je ve shodě s autory [31]. Z výrobku byla izolována celková DNA, to znamená, že 
kromě DNA  rodů Lactobacillus a Bifidobacterium, výrobek obsahoval i DNA z bakteriální 
kultury Streptococcus thermophilus. Proto v PCR s primery specifickými pro doménu 
Bacteria byly detekovány intenzivní produkty PCR ve srovnání s PCR s primery specifickými 
pro rod Lactobacillus. 
6.2.2 Důkaz přítomnosti DNA bakterií rodu Lactobacillus 
Přítomnost DNA bakterií rodu Lactobacillus byla prokázána pomocí PCR se specifickými 
primery LbLMA 1 a R 16-1. Byl amplifikován produkt PCR  o velikosti 250 bp detekovaný 
gelovou elektroforézou na 1,8% agarosovém gelu, ve shodě s autory [32]. Nejdříve byla 
provedena amplifikace DNA izolované pomocí magnetických částic ze 100 µl hrubého lyzátu 
buněk, zředěná na přibližně 10 ng/µl. Protože DNA buněk rodu Lactobacillus byla ve vzorku 
jenom určitá část v celkovém množství 10 ng DNA, byly detekovány velmi slabé produkty 
PCR specifické pro rod Lactobacillus. Z tohoto důvodu byla provedena další izolace DNA ze 
300 µl hrubého lyzátu buněk, čímž bylo izolováno větší množství DNA, které již dále nebylo 
ředěno. Toto množství DNA bylo amplifikováno v PCR  a proto produkty PCR specifické pro 
rod Lactobacillus byly detekovány ve větší intenzitě. 
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6.2.3 Důkaz přítomnosti DNA bakterií rodu Bifidobacterium 
Přítomnost DNA bakterií rodu Bifidobacterium byla prokázána pomocí PCR se 
specifickými primery Pbi F1 a Pbi R2. Byl amplifikován produkt PCR o délce 914 bp 
detekovaný gelovou elektroforézou na 1,8% agarosovém gelu, ve shodě s autory [33]. 
V případě bakterií rodu Bifidobacterium bylo k amplifikaci použito také většího množství 
neředěné DNA izolované pomocí magnetických částic ze 300 µl hrubého lyzátu buněk 
výrobku. Koncentrace DNA rodu Bifidobacterium tak byla dostatečná a  byly detekovány 
velmi silné produkty PCR. 
6.2.4 Porovnání intenzity produktů PCR 
Z výrobku byla izolována celková DNA. Kromě DNA Lactobacillus a Bifidobacterium 
výrobek obsahoval i další bakteriální kulturu Streptococcus thermophilus. Proto v PCR 
s primery specifickými pro doménu Bacteria byly detekovány intenzivní produkty PCR.  
Buněk rodu Lactobacillus a Bifidobacterium byla ve vzorku jenom určitá část. V celkovém 
množství 10 ng DNA byly detekovány velmi slabé produkty PCR, specifické pro rod 
Lactobacillus. Tyto výsledky byly podobné jako výsledky uváděné v [34]. Z tohoto důvodu 
byla provedena další izolace DNA z většího objemu hrubého lyzátu buněk, čímž bylo 
izolováno větší množství DNA. Toto množství DNA bylo amplifikováno v PCR  a byly 
detekovány intenzivnější produkty PCR specifické pro rod Lactobacillus. V případě bakterií 
rodu Bifidobacterium bylo k amplifikaci použito také větší množství DNA. Byly detekovány 
nejintenzivněji produkty PCR specifické pro rod Bifidobacterium. 
6.2.5 Citlivost PCR pro rod Lactobacillus 
Pro posouzení citlivosti PCR bylo použito DNA izolované z čisté bakteriální kultury 
Lactobacillus acidophilus (10 ng/µl), která byla zředěna desítkovým ředěním. Byly 
připraveny směsi PCR, do kterých bylo použito 5 µl zředěné DNA. Byla tak amplifikována 
DNA o koncentracích 50 ng – 50 fg pomocí PCR se s primery LbLMA 1 a R 16-1 
specifickými pro rod Lactobacillus [32]. Nejnižší na gelu detekované množství DNA rodu 
Lactobacillus, amplifikované v PCR, bylo 500 pg. 
6.2.6 Citlivost PCR pro rod Bifidobacterium 
Pro posouzení citlivosti PCR bylo použito izolované z čisté bakteriální kultury DNA 
Bifidobacterium animalis (10 ng/µl), která byla zředěna desítkovým ředěním. Byly připraveny 
směsi PCR, do kterých bylo použito 5 µl zředěné DNA. Byla tak amplifikována DNA o 
koncentracích 50 ng – 50 fg pomocí PCR s primery Pbi F1 a Pbi R2 specifickými pro rod 
Bifidobacterim [33]. Nejnižší na gelu detekovatelné množství DNA rodu Bifidobacterim, 
amplifikované v PCR, bylo 50 pg. 
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6.2.7 Parametry jogurtového výrobku 
Počet živých mikroorganismů, které musí mléčné výrobky obsahovat je dán vyhláškou 
č.77/2003 Sb. Ministerstva zemědělství ČR. Tato vyhláška stanovuje, že jogurtový výrobek 
musí obsahovat protosymbiotickou směs Streptococcus salivarius subsp. thermophilus a 
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus v minimálním množství 107 v 1g výrobku. Pokud 
se jedná o kysaný mléčný výrobek s bifidokulturou musí navíc obsahovat bifidogenní kulturu 
v minimálním množství 106/1g výrobku. Activia udává množství 4,25·109 bifidogenní kultury 
v jednom kelímku (120 g), to po přepočtu dává přibližně 3,5·107 bifidobakterií/1 g výrobku 
[27], [28], [29]. 
Porovnáním intenzity produktů PCR specifických pro rod Lactobacillus lze odhadnout, že 
ve směsích pro  PCR bylo u bakterií rodu Lactobacillus asi 500 pg - 5 ng DNA, což přibližně 
odpovídá DNA z 106 až 107 buněk v 1g výrobku. Porovnáním intenzity produktů PCR 
specifických pro rod Bifidobacterium lze odhadnout, že v PCR směsích bylo DNA bakterií 
rodu Bifidobacterium asi 5 ng, což přibližně odpovídá DNA z 107 buněk/1g výrobku. 
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7 ZÁVĚR 
Bakalářská práce pojednává v teoretické části o struktuře magnetických částic, jejich 
funkcionalizaci a využití při bioseparacích, zvláště pak při izolaci a purifikaci nukleových 
kyselin. 
V experimentální části práce byla provedena izolace DNA pomocí magnetických 
mikročástic z mléčného výrobku v kvalitě vhodné pro PCR a pomocí rodově specifických 
primerů byla prokázána přítomnost DNA probiotických bakterií rodu Lactobacillus 
a Bifidobacterium. 
V zakysaném mléčném výrobku s bifidokulturou Activia sladká bílá od firmy Danone, a.s. 
byla detekována DNA probiotických bakterií rodu Lactobacillus a Bifidobacterium 
v dostatečném množství (asi 106-107 buněk/g) v souladu s údaji deklarovanými výrobcem.  
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9 SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLŮ 
A-DNA  prostorová konformace DNA 
B-DNA  prostorová konformace DNA 
bp  páry bází 
CIZ chloroform-isoamylalkohol 
DNA  deoxyribonukleová kyselina 
dNTP  2´- deoxyribonukleotid-5´-trifosfát 
EDTA  ethylendiamintetraoctová kyselina 
ELISA imunoenzymatická analýza 
HEMA  hydroxyethylmethakrylát 
IMS  imunomagnetická separace 
mRNA  mediátorová RNA 
PCR  polymerázová řetězová reakce 
PDI  index polydispersity 
pDNA plasmidová DNA 
PEG  poly(etylenglykol) 
PGMA  poly(glycidylmethakrylát) 
P(GMA)NH2-STV  streptavidinem funkcionalizované polyglycidylmethakrylátové nosiče 
P(HEMA)  poly(2-hydroxyethylmethakrylát) 
P(HEMA-co-EDMA)  poly(hydroxyethylmethakrylát-co-ethylendimethakrylát) 
P(HEMA-co-GMA)  poly(hydroxyethylmethakrylát-co-glycidylmethakrylát) 
PMMA  poly(methylmethakrylát) 
PS polystyren 
PVA polyvinylalkohol 
qPCR PCR v reálném čase 
RNA  ribonukleová kyselin 
SDS  dodecylsulfát sodný 
STV streptavidin 
UV ultrafialové záření 
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10 PŘÍLOHY 
Výsledky bakalářské práce byly prezentovány na studentské vědecké konferenci, kde byly 
oceněny 4. místem a publikovány ve sborníku prací. 
 
Celoslovenská študentská vedecká konferencia študentov 1. a 2. stupňa vysokoškolského 
štúdia, APLIKOVANÉ PRÍRODNÉ VEDY, 26. 4. 2012, Trnavě  
 
VLACHOVÁ, Jana, Štěpánka TRACHTOVÁ a Alena ŠPANOVÁ. Využití magnetického 
nosiče pro izolaci DNA z potravinového výrobku. In: Zborník prác: Celoslovenská študentská 
vedecká konferencia Aplikované prirodné vedy. Trnava: Fakulta prírodných vied UCM v 
Trnave, 2012, s. 94-98. ISBN 978-80-8105-360-3. 
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